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1. DNA-Assemblierung mittels Affinit�tsbindung an
den Analyten

Stellen wir uns eine Lçsung vor, die je 1 nm zweier kom-
plement�rer kurzer Oligonucleotidstr�nge enth�lt, die jeweils
mit einem Affintit�tsliganden konjugiert sind (z. B. einem
Antikçrper oder ein Aptamer; Abbildung 1 A). Ein kugel-
fçrmiges Volumen, das beide Molek�le enth�lt, h�tte einen
Inhalt von 1.7 Femtoliter (fL), und der Radius der Kugel
betr�ge r = (3V/4p)1/3 = [(3 � 1L)/(4p�1 nmol � 6.023 �
1023 mol�1)]1/3 = 734 nm. Stellen wir uns nun vor, dass die
beiden Affinit�tsliganden an das Analytmolek�l binden, z. B.
ein Protein. Diese Bindung bringt die beiden komplement�-
ren Oligonucleotide an dasselbe Molek�l, wobei der typische
intramolekulare Abstand weniger als 10 nm betr�gt. In einem
Volumen von weniger als 10 nm Radius h�tten die Oligonu-

cleotide lokale Konzentrationen von �ber 400 mm (C = n/N V
= n/[N (4pr3/3)] = 1 mol/[6.023�1023 � 4p � (10 nm)3/3]; V ist
das Kugelvolumen [n�herungsweise 4.2 Zeptoliter (4.2 �
10�21 L)], N ist die Avogadro-Konstante. Im Vergleich zur
analytfreien Situation bedeutet dies eine 400 000-fache Er-
hçhung der lokalen Konzentrationen der komplement�ren
Oligonucleotide. Diese Erhçhung der lokalen Konzentration
wird die Hybridbildung der komplement�ren Molek�lstr�nge
fçrdern und eine Stabilisierung des Hybridzustands bewirken.
Die Konzentrationssteigerung betrifft nur die DNA-Son-
denmolek�le, die an den nachzuweisenden Analyten gebun-
den sind, w�hrend die Konzentrationen der nichtgebundenen
DNA-Sondenmolek�le unver�ndert bleiben.

Die durch die Anbindung an den Analyten erreichte
Stabilit�tserhçhung l�sst sich anhand der Schmelztempera-
turen verdeutlichen (Abbildung 1B). Prinzipiell kçnnen die
beiden kurzen, komplement�ren Sequenzen 5’-GCC-
ACG(T)20-3’ und 5’-(T)20CGTGGC-3’ hybridisieren und ei-
nen Doppelstrang bilden. Der Doppelstrang ist jedoch bei
Raumtemperatur nicht stabil, weil die gesch�tzte Schmelz-
temperatur (Dissoziationstemperatur, Tm) bei unter 10 8C
liegt (quantitativ ermittelt mit dem IDT-Oligo-Analyzer f�r
die Bedingungen: 1 nm DNA, 1 mm Mg2+ und 50 mm Na+).

J�ngste Fortschritte auf dem Gebiet der DNA-Assemblierung und der
Affinit�tsbindung haben zu aufregenden neuen Entwicklungen bei
Nanosensoren und ultraempfindlichen Nachweismethoden f�r spezi-
fische Proteine gef�hrt.[1–6] Diese Sensoren und Nachweissysteme ha-
ben drei attraktive Eigenschaften gemeinsam:[1, 4, 7] 1) Der Protein-
nachweis gelingt mittelbar durch die Detektion amplifizierter DNA,
wodurch die Empfindlichkeit drastisch erhçht wird. 2) Die Zusam-
menlagerung der DNA wird durch Affinit�tsbindung von zwei oder
mehr „Sonden“ zu einem einzelnen Analytmolek�l ausgelçst, was eine
erhçhte Spezifit�t bedingt. 3) Der Nachweis erfolgt in Lçsung ohne die
Notwendigkeit einer vorherigen Abtrennung, was die Methodik f�r
patientennahe Anwendungen attraktiv erscheinen l�sst. Wir legen in
diesem Kurzaufsatz das Prinzip dar, nach dem die Zusammenlage-
rung von DNA-Molek�len mittels Affinit�tsbindung erfolgt. Dabei
stellen wir neuartige Anwendungen f�r den Nachweis von Proteinen
beispielhaft heraus.
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Bringt man die gleichen komplement�ren Sequenzen in ei-
nem einzelnen, grçßeren Oligonucleotid 5’-GCCACG-
(T)40CGTGGC-3’ zusammen, entsteht durch intramolekulare
Hybridisierung eine Stamm-Konformation („stem“). Die
40 T-Nucleotide, (T)40, dazwischen bilden eine Schlaufe
(„loop“). Diese intramolekulare Stem-Loop-Struktur ist sehr
viel stabiler; ihre Schmelztemperatur liegt bei 53 8C und ist
damit signifikant hçher als die des intermolekularen Dop-
pelstrangs (< 10 8C).

Die Erhçhung der lokalen Konzentration ist die Ursache
f�r den Anstieg der Schmelztemperatur im Fall der intra-
molekularen Hybridisierung. Sind die beiden komplement�-
ren Oligonucleotide �ber ein (T)40-Segment miteinander
verkn�pft, sind sie in einem nanometergroßen Raum gefan-
gen. Dies verhindert das Wegdiffundieren der Oligonucleo-
tide und bedingt so einen drastischen Anstieg der lokalen
Konzentration. Die Erhçhung der lokalen Konzentration
beg�nstigt die Hybridisierung der beiden Oligonucleotide,
sodass sich der Anteil der Doppelstrangmolek�le gegen�ber
den Einzelstrang-Oligonucleotiden betr�chtlich erhçht. Man
muss sich vergegenw�rtigen, dass die Hybridmolek�le in
Lçsung dissoziieren und rehybridisieren (klassisches chemi-
sches Gleichgewicht). Im intramolekularen Fall rehybridi-
sieren die komplement�ren Sequenzen an den Enden des
Molek�ls nach einer Dissoziation schneller, weil ihre lokale
Konzentration hçher ist und keiner der Bindungspartner
wegdiffundieren kann.

Im Umkehrschluss gilt, dass ein Doppelstrang der beiden
kurzen Oligonucleotide nicht stabil ist, wenn die beiden Af-
finit�tssonden nicht an ein Analytmolek�l gebunden sind
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Abbildung 1. A) Die Bindung eines Analytmolek�ls an zwei komple-
ment�re Oligonucleotide erhçht die lokale Konzentration der Oligo-
nucleotide und demzufolge auch die Stabilit�t des Hybridzustands. Bei
einer Konzentration der beiden komplement�ren Oligonucleotide von
1 nm (ohne Analyt) befinden sich die beiden Molek�le in einem Kugel-
raum von 1.7 fL (Radius 734 nm). Die Bindung dieser Oligonucleotide
an ein einzelnes Analytmolek�l zwingt die beiden Oligonucleotide in
ein Kugelvolumen von unter 10 nm Radius (4.2 � 10�21 L = 4.2 Zepto-
liter), und die lokalen Konzentrationen betragen nun 400 mm. B) Der
intramolekulare Doppelstrang hat eine hçhere Schmelztemperatur und
ist stabiler als der entsprechende intermolekulare Doppelstrang bei
gleicher Temperatur. Die Bindung der beiden Affinit�tsliganden an das
Analytmolek�l f�hrt zu einer stabileren intramolekularen Hybridisie-
rung der komplement�ren Oligonucleotide.
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(Abbildung 1B). Die Bindung des Analyten an die beiden
Affinit�tsliganden bringt die beiden komplement�ren Oligo-
nucleotide in enge Nachbarschaft zueinander und ermçglicht
so die Assemblierung am selben Molek�l, was wiederum
Folge der erhçhten lokalen Konzentrationen mit einherge-
hender Stabilisierung des Hybridzustands ist. Im Vergleich
dazu bleiben die Konzentrationen komplement�rer Oligo-
nucleotide ungebundener Sondenkonstrukte viel niedriger,
sodass sie nicht in der Lage sind, Einfluss auf die gebundenen
komplement�ren Oligonucleotide zu nehmen. Durch die
Anbindung an den (nachzuweisende) Analyten wird die
Doppelstrangform der beiden kurzen Sequenzen sehr viel

stabiler. Dieses Prinzip der bindungsinduzierten DNA-Hy-
bridisierung l�sst sich ausnutzen, um eine bindungsinduzierte
Assemblierung von DNA-Sonden und DNA-funktionalisier-
ten Nanomaterialien zu erreichen.

Mindestens zwei Sondenmolek�le m�ssen gleichzeitig an
ein einzelnes Analytmolek�l binden, um die DNA-Assem-
blierung auszulçsen. Affinit�tsliganden wie Antikçrper und
Aptamere, die mit komplement�ren DNA-Sequenzen kon-
jugiert sind, initiieren die Ereignisse der Bindung und der
Assemblierung der DNA. Die komplement�ren DNA-Se-
quenzen werden f�r gewçhnlich so entworfen, dass ihre Hy-
bridisierung bei Abwesenheit des Analyten nicht stattfinden
kann (oder weniger stabil ist). Beim Entwurf der komple-
ment�ren DNA-Sequenzen sollten die Anzahl der Basen und
Stapelwechselwirkungen der Basen in die Planung einbezo-
gen werden, da die Stabilit�t eines DNA-Doppelstrangs von
seiner L�nge und Basensequenz abh�ngt. Da die Bindung an
den Analyten die Hybridisierung gebundener DNA-Son-
denmolek�le zu induzieren vermag und es bei ungebundenen
Sondenmolek�len nicht zur Hybridisierung kommt, kann die
bindungsinduzierte Assemblierung von doppelstr�ngigen
DNA-Sonden zum ultraempfindlichen Nachweis spezifischer
Analyte genutzt werden.

2. Bindungsinduzierte DNA-Annealing-Assays

Mehrere einfache, aber effektive bindungsinduzierte
DNA-Annealing-Assays f�r Proteine wurden bereits entwi-
ckelt.[2,3, 7–13] Ihr Funktionsprinzip ist die drastische Erhçhung
der lokalen effektiven Konzentration der DNA-Sonden-
molek�le, wenn die an den DNA-Sonden anh�ngenden Af-
finit�tsliganden an den nachzuweisenden Analyten binden.
Die beiden komplement�ren DNA-Sonden werden allgemein
so entworfen, dass sie zwei kurze, komplement�re Bereiche
aufweisen (Abbildung 2A), deren Tm-Wert deutlich niedriger
als die Experimentaltemperatur ist. Dadurch wird die inter-
molekulare Hybridisierung unter den DNA-Sondenmolek�-
len zur�ckgedr�ngt und die analytunabh�ngige Reaktion
weitgehend unterdr�ckt. Nach der Inkubation der DNA-
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Abbildung 2. A) Allgemeines Prinzip des bindungsinduzierten DNA-Annealing-Assay.[2,3,7–13] B) Bindungsinduzierter DNA-Annealing-Assay mit
FRET als Ausgangssignal.[2, 7,9–12] C) Bindungsinduzierter DNA-Annealing-Assay mit elektrochemischer Detektion des Ausgangssignals.[13] D) Bin-
dungsinduzierter DNA-Annealing-Assay mit Primerverl�ngerung und PCR-Amplifikation.[3]
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Sonden mit dem Analyten f�hrt die Bindung der beiden
DNA-Sondenmolek�le mittels der Affinit�tsliganden an
dasselbe Analytmolek�l zu einem starken Anstieg des Tm-
Wertes infolge der Erhçhung der lokalen effektiven Kon-
zentration. Dies resultiert in der Bildung eines stabilen in-
tramolekularen DNA-Doppelstrangs. Der Analyt l�sst sich
indirekt durch die Quantifizierung der Menge der intramo-
lekularen DNA-Doppelstrangmolek�le nachweisen.

Heyduk und Mitarbeiter nutzten das Prinzip der analyt-
induzierten DNA-Assemblierung, um eine Klasse optischer
Sensoren auf der Grundlage des resonanten Fluores-
zenzenergietransfers (FRET) zu entwickeln (Abbil-
dung 2B).[2, 7, 9–12] Die Forscher entwarfen zun�chst ein kom-
plement�res Paar DNA-Sondenmolek�le und konjugierten
diese mit einem Paar von Affinit�tsliganden, die in der Lage
waren, nicht�berlappende Epitope desselben Analytmole-
k�ls zu erkennen. Eine der DNA-Sonden wurde dann mit
einem Fluoreszenzdonor markiert, die andere mit einem
Fluoreszenzakzeptor. F�r einen effizienten FRET m�ssen der
Fluoreszenzdonor und der Fluoreszenzakzeptor nah zuein-
ander gebracht werden (Abstand ca. 5 nm), was nur dann
eintritt, wenn die beiden DNA-Sonden hybridisieren. Die
Bindung der Analytmolek�le an die beiden Sonden indu-
zierte die DNA-Doppelstrangbildung und erzeugte so stabile
DNA-Doppelstr�nge, was zu einem FRET f�hrte. Durch
Verwendung verschiedener Arten von Affinit�tsliganden,
darunter Antikçrper, Peptide und Aptamere, konnten ver-
schiedene Proteine wie Thrombin,[2] Herzmuskel-Tropo-
nin I,[9] Insulin[12] und das C-reaktive Protein[10] mit Nach-
weisgrenzen im pm-Bereich detektiert werden.

Easley und Mitarbeiter kombinierten das Konzept des
bindungsinduzierten DNA-Annealing mit einem elektroche-
mischen Nachweissystem und entwarfen auf diese Weise ei-
nen elektrochemischen Proximity-Assay (ECPA).[13] Wie in
Abbildung 2C dargestellt, wurde die eine DNA-Sonde �ber
eine Thiol-Gold-Bindung an eine Goldelektrode gebunden,
die andere DNA-Sonde wurde mit Methylenblau (MB)
markiert. Die Bindung der beiden DNA-Sonden an dasselbe
Analytmolek�l mittels der Affinit�tsliganden brachte das
MB-Molek�l in unmittelbare N�he zur Goldelektrode, was zu
einem Elektronen�bergang vom MB auf die Goldelektrode
und einem daraus folgenden Anstieg des elektrischen Stroms
f�hrte. Der Anstieg des elektrischen Stroms war proportional
zur Konzentration des spezifischen Analyten. Aptamer-
modifizierte DNA-Sonden wurden dazu verwendet, einen
ECPA-Sensor f�r den Thrombin-Nachweis zu entwickeln.
Antikçrpermodifizierte DNA-Sonden wurden f�r den Insu-
lin-Nachweis eingesetzt. Die erreichte Nachweisgrenze war
128 fm, der dynamische Bereich der Methode �berstrich vier
Zehnerpotenzen.

Der durch bindungsinduziertes Annealing gebildete
DNA-Doppelstrang kann auch direkt mittels einer DNA-
Polymerase-vermittelten Primerverl�ngerungsreaktion ge-
folgt von einer Polymerasekettenreaktion (PCR) amplifiziert
werden (Abbildung 2D).[3] Eine der beiden DNA-Sonden
wurde mit einem langen Einzelstrang�berhang versehen (rot
in Abbildung 2D), der als Primer der Verl�ngerungsreaktion
dient. Bei Abwesenheit des Analyten sind die komplemen-
t�ren Bereiche der beiden DNA-Sonden zu kurz, um einen

stabilen Doppelstrang zu bilden, sodass keine Primerverl�n-
gerung erfolgen kann. In Gegenwart des Analyten erzeugt
das bindungsinduzierte DNA-Annealing einen stabilen in-
tramolekularen DNA-Doppelstrang, der als Primer f�r die
Verl�ngerungsreaktion dient. Der durch die Primerverl�n-
gerungsreaktion gebildete neue DNA-Strang (rot-gr�n-
orange in Abbildung 2D) wurde danach durch PCR ampli-
fiziert, um das detektierbare Signal zu verst�rken. Mithilfe
dieser Strategie gelang es Liu und Mitarbeitern, Streptavidin
bis hinab zu einer Konzentration von 200 zmol nachzuweisen.
Sie entwickelten außerdem eine Multiplex-Version, die dazu
geeignet ist, Liganden-Analyt-Paare aus Bibliotheken von
Proteinen und niedermolekularen Verbindungen �ber einen
breiten Affinit�tsbereich hinweg zu detektieren.

Der intramolekulare DNA-Doppelstrang kann auch mit-
tels Rolling-Circle-Amplifikation (RCA) amplifiziert wer-
den. King und Mitarbeiter nutzten die Methode des bin-
dungsinduzierten DNA-Annealings mit RCA f�r den Nach-
weis von Thrombin.[8] Sie verwendeten dabei zwei DNA-
Aptamere, von denen das eine mit der zirkul�ren DNA-Ma-
trize verkn�pft und das andere um einen 3’-�berhang er-
weitert war, der nur dann mit dem zirkul�ren Aptamer as-
semblieren konnte, wenn beide Aptamere an dasselbe
Thrombinmolek�l gebunden waren. Nach der Aptamerbin-
dung an das Thrombin wurde die RCA-Reaktion vom Ein-
zelstrang�berhang aus in Gang gesetzt. Dadurch wird eine
verl�ngerte DNA erzeugt, die aus Wiederholungseinheiten
der Matrizensequenz besteht. Die lineare Amplifikation
durch den Rolling-Circle-Mechanismus f�hrte zu einer mo-
deraten Nachweisgrenze von 30 pm Thrombin.

3. Proximity-Ligations-Assay

Bei der Methode des Proximity-Ligations-Assay (PLA)
wird die Affinit�tsbindung genutzt, um Sonden-Oligonucle-
otide in unmittelbare N�he zueinander zu bringen, sodass
eine Ligation der DNA mçglich wird.[1] Die Detektion eines
Makromolek�ls oder eines Komplexes wird in die Detektion
von DNA-Molek�lstr�ngen konvertiert, die durch die Liga-
tion neu gebildeten werden.[14] Ein Paar von DNA-Sonden-
molek�len, die jeweils mit einem analytspezifischen Affini-
t�tsliganden konjugiert sind, wird durch zwei Bindungser-
eignisse in unmittelbare N�he zueinander gebracht.[1] Die
beiden Sonden-DNAs hybridisieren dann mit einem Kon-
nektor-Oligonucleotid, wodurch die enzymatische Ligation
der beiden Sonden-DNAs mçglich wird (Abbildung 3A).
Verschiedene Techniken kçnnen nun eingesetzt werden, um
die neuen, ligierten DNA-Str�nge zu amplifizieren und
nachzuweisen.[14] Da die Konzentration des Konnektor-
Oligonucleotids f�r gewçhnlich mehr als 10000-mal hçher ist
als die Konzentrationen der DNA in den Affinit�tssonden,
findet eine Hybridisierung der beiden Sonden-DNAs mit dem
Konnektor-Oligonucleotid nur dann statt, wenn beide Affi-
nit�tssonden an dasselbe Analytmolek�l binden. Im We-
sentlichen bedeutet das, dass durch die Affinit�tsbindung die
lokalen Konzentrationen der beiden Sonden-DNAs stark er-
hçht werden, sodass eine stabile Hybridisierung mit dem
Konnektor-Oligonucleotid beg�nstigt wird. Eine stabile Hy-
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bridisierung der Sonden-DNAs mit dem Verbindungsst�ck ist
Voraussetzung f�r die nachfolgende Bildung eines neuen
DNA-Strangs durch Ligation. Ein Hintergrundsignal entsteht
durch die analytunabh�ngige Hybridisierung von zwei Son-
den-DNAs mit dem Konnektor-Oligonucleotid. Die L�nge
des Konnektor-Oligonucleotids erweist sich so als entschei-
dend f�r die Kontrolle des Signal-Rausch-Verh�ltnisses.
Landegren und Mitarbeiter setzten diese Strategie in Kom-
bination mit der Echtzeit-PCR (rt-PCR) ein, um Homodi-
mere des Thrombocyten-Wachstumsfaktors (platelet-derived
growth factor, PDGF-BB) nachzuweisen.[1] Aptamere f�r
PDGF-BB dienten als Affinit�tsliganden und wurden zu
Sonden-DNAs verl�ngert. Es gelang damit, 24000 PDGF-
BB-Molek�le in einem Probevolumen von 5 mL nachzuwei-
sen.

Bei einer weiterf�hrenden Strategie wurde das Konnek-
tor-Oligonucleotid an einer dritten Affinit�tssonde ange-
bracht.[15] Diese Variante wird als 3PLA bezeichnet, weil im
Vergleich zum urspr�nglichen Nachweissystem (2PLA) drei
Affinit�tssonden zum Einsatz kommen. Bei der 3PLA-Ver-
sion erkennen drei mono- oder polyklonale Antikçrper ver-
schiedene Epitope des Zielmolek�ls. Die Antikçrper wurden
kovalent mit drei Oligonucleotiden konjugiert (zwei Sonden-
DNAs und ein Konnektor-Oligonucleotid), sodass drei An-
tikçrper-Oligonucleotid-Konstrukte vorhanden sind. Die
Bindung der drei Affinit�tssonden an dasselbe Analytmole-
k�l f�hrt zur Hybridisierung der beiden Sonden-DNAs mit
dem Konnektor-Oligonucleotid und einem Kassetten-Oli-
gonucleotid, resultierend in zwei Ligationsereignissen. Der
neue, ligierte DNA-Strang wurde dann amplifiziert und de-
tektiert (Abbildung 3 B). Die Notwendigkeit der Bindung
dreier Affinit�tssonden an das Analytmolek�l erhçht die
Spezifit�t und vermindert das Hintergrundsignal, wodurch
die Nachweisempfindlichkeit um etwa das 100-fache gestei-
gert werden konnte. Mit dem 3PLA-Verfahren gelang f�r den
vaskul�ren Endothel-Wachstumsfaktor (VEGF) eine Nach-
weisgrenze von 60 Molek�len in einem Probevolumen von
5 mL. Tavoosidana et al.[16] entwickelten einen 4PLA-Ansatz
zum Proteasom-Nachweis. Bei dem Verfahren werden vier
Antikçrper eingesetzt, die an vier unterschiedliche Proteine
an der Oberfl�che des Proteasoms binden. Jeder der Anti-

kçrper ist mit einem Sonden-Oligonucleotid konjugiert. Der
Bindung der vier Sonden-Konstrukte an das Proteasom fol-
gen zwei Ligationsereignisse, die einen neuen DNA-Strang
erzeugen, der f�r die Detektion amplifiziert wird.

PLA-Methoden wurden mit Verfahren der RCA kombi-
niert (Abbildung 3C).[17] Hierzu wurden zwei Affinit�tsson-
den mit fixierten Zellen oder Gewebeproben inkubiert, und
zwei Bindungsereignisse lçsten die Ligation der zirkulari-
sierbaren Sonde mit dem Konnektor-Oligonucleotid aus. Bei
der Ligation bildet sich ein zirkul�res DNA-Produkt. Die
zirkul�re DNA dient als Matrize f�r die RCA, wodurch
Hunderte Wiederholungseinheiten gebildet werden, die
nachfolgend mit Fluoreszenzsonden hybridisiert werden
kçnnen. Dies erzeugt ein In-situ-Signal f�r die direkte Be-
obachtung mit dem Lichtmikroskop. In-situ-PLA wurde zum
Nachweis von PDGF-Rezeptor b in der phosphorylierten
Form[18] und zum Screening von Inhibitoren des PDGF-Re-
zeptors b in Zellen[19] eingesetzt. Das Verfahren wurde auch
genutzt, um Protein-Protein-Wechselwirkungen, DNA-Pro-
tein-Wechselwirkungen[20] und RNA-Protein-Wechselwir-
kungen zu untersuchen.[21] So konnte etwa Mucin 2 (MUC2)
als Haupttr�ger des tumorassoziierten Sialyl-Tn-Antigens in
Magenkrebsgewebe nachgewiesen werden,[22] und die extra-
zellul�re Dom�ne von MUC1 wurde als Assoziat mit Splei-
ßosomen best�tigt.[23] Eine Kombination aus In-situ-PLA und
Durchflusszytometrie wurde eingesetzt, um Wechselwirkun-
gen von EGF-Rezeptoren (epidermaler Wachstumsfaktor)
mit HER2 sowie die Auswirkungen posttranslationaler Mo-
difikationen nach Stimulation von Einzelzellen mit EGF
nachzuweisen.[24]

Beim Multiplex-PLA, der in Hochdurchsatz-Screenings
zum Einsatz kommt, werden Sonden-DNAs als „Strichcodes“
genutzt.[25–27] Die Strichcode-Sequenzen dienen als Primer f�r
eine nachfolgende Quantifizierung mittels rt-PCR.[25] Fest-
phasen-PLAs wurden f�r Hochdurchsatzanalysen einge-
setzt[28, 29] und waren in der Lage, Analyte in komplexen bio-
logischen Matrices nachzuweisen.[30–32] Das 2PLA-Verfahren
wurde auch in Form eines Proximity-Verl�ngerungs-Assays
(PEA) modifiziert, wobei die Verl�ngerung die Ligation er-
setzt.[33] Verschiedene PLA-Formate wurden zum Nachweis
von Proteinen,[1, 34] Proteinkomplexen[35] und einzelnen Vi-
ruspartikeln (Virionen),[36] zum Screening von Inhibitoren
von Protein-Protein-Wechselwirkungen[37] und zur Ermitt-
lung von Bindungsspezifit�ten DNA-bindender Proteine (wie
z. B. p53, HNF-4a) an verschiedene dsDNA-Sequenzen ver-
wendet.[38]

4. Nachweisverfahren auf der Grundlage von bin-
dungsinduzierter DNA-Assemblierung

Wir haben das Verfahren der bindungsinduzierten DNA-
Assemblierung (BINDA) entwickelt,[4, 39] das die Entwicklung
ultraempfindlicher Assays sowie den Aufbau funktioneller
Nanostrukturen ermçglicht. Das Prinzip besteht darin, dass
die Bindung des Analyten die gerichtete Assemblierung von
DNA-Motiven und DNA-modifizierten Nanomaterialien
auslçst. Ohne den Analyten erfolgt keine Assemblierung, was
sehr geringe Hintergrundsignale bedingt.

Abbildung 3. Varianten des Proximity-Ligations-Assay. A) Grundprinzip
des PLA. B) 3PLA mit einem zus�tzlichen Affinit�tsliganden, der das
Konnektor-Oligonucleotid tr�gt.[15] C) In-situ-PLA mit einem zirkulari-
sierbaren Oligonucleotid f�r die Rolling-Circle-Amplifikation.[17]
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In einem ersten Ansatz verwendeten wir ein Protein-
molek�l, das mit Aptameren oder Antikçrpern zur Erken-
nung des Analytproteins konjugiert war, um die beiden DNA-
Motive zu assemblieren.[4,39] Zwei DNA-Motive wurden der-
art konstruiert, dass sie nur dann assemblieren, wenn ein
spezifischer Analyt an das Aptamer oder den Antikçrper
bindet (Abbildung 4A). Zu diesem Zweck haben wir DNA-
Motive mit kurzen komplement�ren Sequenzen entworfen,
die die Assemblierung der DNA-Motive vermittelten. Die
L�nge der komplement�ren Sequenzen wurde so optimiert,
dass ihre Hybridisierung bei Abwesenheit des Analyten in-
stabil ist. Werden die beiden DNA-Motive mittels Bindung an
den Analyten angen�hert, erhçht sich die lokale Konzentra-
tion der DNA-Motive drastisch, und durch Hybridisierung
der komplement�ren Sequenzen wird eine geschlossene
Schlaufe gebildet. DNA-Ligase wurde eingesetzt, um das 3’-

Ende des einen Motivs mit dem 5’-Ende des anderen zu einer
neuen DNA-Sequenz zu verkn�pfen, die dann mittels rt-PCR
detektierbar war.

Um die analytunabh�ngige Assemblierung weiter zu mi-
nimieren, f�hrten wir ein Paar von Oligonucleotiden mit
blockierender Wirkung ein, deren Bindung mit der Hybridi-
sierung der komplement�ren Sequenzen konkurriert. Die
blockierenden Oligonucleotide wurden so entworfen, dass sie
f�nf Nucleotide l�nger waren als die komplement�ren Se-
quenzen, und wir setzten sie in viel hçherer Konzentration ein
als die DNA-Motive, was zu einem Verschwinden der ana-
lytunabh�ngigen Assemblierung f�hrte. Durch diese Unter-
dr�ckung des Signalhintergrunds infolge analytunabh�ngiger
DNA-Assemblierung waren wir in der Lage, Streptavidin,
PDGF und das prostataspezifische Antigen (PSA) in Yokto-
mol- bis Zeptomol-Mengen nachzuweisen.[4]

Abbildung 4. Assays auf der Grundlage der bindungsinduzierten DNA-Assemblierung (BINDA). A) BINDA eines ligierten Haarnadelmotivs, das
f�r den Proteinnachweis per PCR amplifiziert wird.[4,39] PSA = Prostata-spezifisches Antigen. Sonde-F und Sonde-R sind DNA-gebundene Affinit�ts-
liganden, die vom Analytprotein erkannt werden. Block-F und Block-R sind blockierende Oligonucleotide, die die analytunabh�ngige Assemblie-
rung zur�ckdr�ngen. Nachdruck aus Lit. [4]. B) BINDA zur Ermçglichung der Wechselwirkung von Silber-Nanoclustern (Ag-NCs) mit guaninrei-
chen DNA-Sequenzen zur Erhçhung der Fluoreszenzintensit�t.[40] Nachdruck aus Lit. [40]. C) Bindungsinduzierte Strangverdr�ngungsreaktion auf
einem Nanopartikel-Ger�st zur Aktivierung des Fluoreszenzsignals.[5a] D) Bindungsinduzierte Strangverdr�ngungsreaktion, bei der die Output-
DNA einen enzymfreien, katalytischen DNA-Schaltkreis in Gang setzt, der das detektierbare Signal verst�rkt.[5b] F = Fluorophor, Q = Quencher,
OT = Output-DNA-Motiv, O =Output-DNA, C = konkurrierendes DNA-Motiv, T = Hilfs-DNA, H1 und H2 = DNA-Haarnadelstrukten.
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Wir haben das BINDA-Verfahren auch zur Verst�rkung
der Fluoreszenzintensit�t von Silber-Nanoclustern (AgNCs)
durch die Wechselwirkung der AgNCs mit guaninreichen
DNA-Sequenzen eingesetzt (Abbildung 4B). Das Verfahren
wurde zum Thrombin-Nachweis genutzt.[40] Die gleichzeitige
Bindung von Thrombin an zwei Aptamersonden, von denen
die eine mit einer AgNC-Nukleationssequenz und die andere
mit einer guaninreichen DNA-Sequenz konjugiert war, f�hrte
zu einer bindungsinduzierten Hybridisierung der beiden
komplement�ren Bereiche dieser Sequenzen. Die Hybridi-
sierung brachte die guaninreiche Sequenz in unmittelbare
N�he zu den AgNCs, und die Wechselwirkung der AgNCs mit
der guaninreichen Sequenz f�hrte zu einer deutlichen Stei-
gerung der Fluoreszenzintensit�t der AgNCs.

Bei einer anderen Anwendung der BINDA-Methode
haben wir DNA-Motive auf einem Goldnanopartikel-
(AuNP)-Ger�st assembliert und einen bindungsinduzierten
molekularen „�bersetzer“ f�r den Protein-Nachweis entwi-
ckelt.[5a] Der bindungsinduzierte molekulare �bersetzer
wurde so entworfen, dass das als „Eingabesignal“ (input)
wirkende Analytprotein durch bindungsinduzierte DNA-
Strangverdr�ngung in eine Output-DNA umgewandelt wurde
(Abbildung 4C). Der molekulare �bersetzungsapparat be-
steht aus Komponenten f�r die Analyterkennung und die
Signalauslesung. Die Analyterkennung wird durch zwei Af-
finit�tsliganden erreicht, die an dasselbe Zielprotein binden.
Ein Affinit�tsligand ist dabei mit dem AuNP, der zweite mit
einer konkurrierenden Sonden-DNA konjugiert. Eine fluo-
rophormarkierte Output-DNA wird mit einer Hilfs-DNA
hybridisiert, die an das AuNP-Ger�st konjugiert ist. An-
f�nglich lçscht das AuNP somit die Fluoreszenz des Fluoro-
phors an der Output-DNA. Die konkurrierende DNA ist
ebenfalls so ausgelegt, dass sie mit der Hilfs-DNA hybridi-
sieren kann, doch ist sie um zwei bis vier Nucleotide k�rzer als
die Output-DNA. Bei Fehlen der Bindung an das Analyt-
molek�l ist die Verdr�ngung der Output-DNA durch die
konkurrierende DNA minimal. Beim Beispiel der Detektion
von PDGF-BB f�hrte die Bindung von PDGF-BB an die
beiden Aptamermolek�le zur Assemblierung der konkurrie-
renden DNA am AuNP-Ger�st und erhçhte die lokalen ef-
fektiven Konzentrationen der Sonden-DNAs. Dies lçste die
DNA-Strangverdr�ngung der konkurrierenden DNA durch
die Output-DNA aus, und im Ergebnis wurde die fluoro-
phormarkierte Output-DNA vom AuNP-Ger�st freigesetzt
und so das Fluoreszenzsignal aktiviert. Mit dieser Strategie
waren wir in der Lage, subnanomolare Konzentrationen von
Streptavidin und PDGF-BB ohne vorherige Abtrennungs-
schritte nachzuweisen.

Alternativ dazu kann die Output-DNA verwendet wer-
den, um eine nachfolgende dynamische DNA-Assemblierung
auszulçsen, die in isothermer und enzymfreier Weise das
Nachweissignal verst�rkt.[5b] Um einen bindungsinduzierten
katalytischen DNA-Schaltkreis zu konstruieren (Abbil-
dung 4D), haben wir ein Paar von DNA-Haarnadelstruktu-
ren (H1 und H2) entworfen, die partiell miteinander hybri-
disiert sind. Die spontane Hybridisierung von H1 mit H2 war
durch Einschluss der komplement�ren Sequenzen in den
Stamm-Bereichen dieser Haarnadelkonformationen kine-
tisch gehemmt. In Gegenwart des Analyten wurde die Out-

put-DNA (O) durch die bindungsinduzierte DNA-Strang-
verdr�ngung freigesetzt. Die freigesetzte Output-DNA çff-
nete den Stamm-Bereich von H1 mittels Toehold-vermittelter
Strangverdr�ngung. Der so zur Exposition gelangte Stamm-
Teil von H1 wirkte als Nukleationsstelle f�r den Einzel-
strang�berhang von H2 und lçste so die nachfolgende
Strangverdr�ngung aus, die abermals zur Freisetzung der
Output-DNA f�hrte. Die Output-DNA dient somit als Ka-
talysator der Bildung des H1-H2-Doppelstrangs. Dieser
Vorgang f�hrt zur Verst�rkung des Nachweissignals und er-
mçglichte eine Nachweisgrenze von 10 pm f�r Streptavidin.[5b]

5. Abschließende Bemerkungen

Die Assemblierung von Sonden-DNAs durch deren Bin-
dung an ein Analytmolek�l ist eine attraktive Strategie f�r die
Detektion nichtamplifizierbarer Molek�lsorten mithilfe von
amplifizierbarer DNA. Die Idee war Auslçser f�r die Ent-
wicklung zahlreicher ultraempfindlicher Methoden f�r den
Proteinnachweis. So wurde z. B. rt-PCR verwendet, um die
DNA-Assemblierung selbst nachzuweisen und so einen in-
direkten spezifischen Nachweis von Proteinen im Yoktomol-
Bereich zu erzielen.[4,15] Mithilfe dieser ultraempfindlichen
Nachweisverfahren gelingt die Detektion von in geringen
Mengen auftretenden Proteinen, was von großem Interesse
bei der Fr�herkennung von Krankheitsmarkern und Infekti-
onserregern sein kann. J�ngere Erfolge bei der Quantifizie-
rung von 35 Zielproteinen in einer einzigen Lçsung[29] durch
den Einsatz einer DNA-Assemblierungsstrategie in Verbin-
dung mit einer PCR-Amplifizierung und folgender DNA-
Sequenzierung zeigen das vielversprechende Potential f�r
Parallel- und Hochdurchsatzanwendungen auf. Diese neuen
Methoden erg�nzen die Immuno-PCR[41] und den Einzel-
molek�lnachweis.[42]

Die hier beschriebenen Strategien beruhen auf Wechsel-
wirkungen von zwei oder mehr unterschiedlichen Affinit�ts-
sonden mit einem einzelnen Analytmolek�l. Sowohl Anti-
kçrper wie Aptamere kçnnen als Affinit�tssonden fungieren.
Die Vorteile von Aptameren gegen�ber Antikçrpern sind
eine bessere thermische Stabilit�t und ein leichterer Einbau
in DNA-Motive. Die Verwendung von Aptameren war bis-
lang jedoch dadurch eingeschr�nkt, dass nur wenige Apta-
merpaare verf�gbar sind, die ausreichend stark an ein ein-
zelnes Proteinmolek�l binden kçnnen. Die Entwicklung einer
neuen Generation von Aptameren, den SOMAmeren, die auf
eine hochaffine Bindung an Proteine selektiert wurden,
kçnnte diese Einschr�nkung �berwinden.[43–45]

Die Assemblierung von Sonden-DNAs mittels Analyt-
bindung wurde bisher f�r den Nachweis von Molek�len, Or-
ganellen und Zellen sowie zur Untersuchung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen, Proteinmodifikationen und der
Lokalisation von Proteinen in fixierten Zellen und Geweben
eingesetzt.[4,7, 14] Wir prognostizieren, dass diese Technik auch
f�r die Detektion und die Bildgebung von Proteinen in le-
benden Zellen und in der patientennahen Diagnostik ver-
wendet wird. Die Einbeziehung von Nanopartikeln mit ihren
besonderen optischen Eigenschaften wird den Einsatzbereich
der bindungsinduzierten Assemblierung ebenfalls erweitern.
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Basierend auf j�ngsten Fortschritten in der DNA-Nanotech-
nologie ist außerdem vorstellbar, dass bindungsinduzierte
DNA-Nanofunktionseinheiten konstruiert werden.

Das grundlegende Prinzip, die Bindung an einen Analy-
ten zur Steigerung lokaler Molek�lkonzentrationen und zur
Verst�rkung molekularer Wechselwirkungen zu nutzen, ist
nicht auf die Assemblierung von DNA f�r analytische An-
wendungen beschr�nkt. Ein Beispiel ist die templatvermit-
telte organische Synthese, die die DNA-Hybridisierung zur
Erhçhung lokaler Konzentrationen reagierender Molek�le
zur Reaktionsf�hrung nutzt.[46–49]
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